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Q7)Resumen: 

Procedimiento enzimatico de obtencion de /3-D-ga- 
lactopiranosil-D-xilosas utilizables para la evaluacion 
diagndstica de la lactasa in test in a I. 
EI objeto de la presente invencidn es un proce- 
dimiento enzimatico de obtencion de /?-D-galac- 
topiranosil-D-xilosas utilizables para la evaluacion 
diagndstica de la lactasa intestinal. Dicho procedi- 
miento implica una sola etapa de reaccidn y el empleo 
de sustratos asequibles y un biocatalizador tamoien 
asequible y de bajo costo. La utilizacion de los com- 
puestos obtenidos como sustratos de la lactasa intes- 
tinal, originando galactosa y xilosa como productos 
de hidrofisis, permite la evaluacion "in vivo" de la 
actividad lactasa intestinal lb que puede tener parti- 
cular aplicabilidad en individuos lactantes en que se 
sospecne la existencia de una deficiencia en este en- 
zima. 
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DESCRIPCION 

6i^n:z:s^^ tenci6n *^-**»™-«-d MtttMm Para , a eva^on 

Objeto de la invencidn 

v n La de ff rminaci6n la actividad lactasa intestinal es de importancia en pediatr.'a v gastroenteroloeia 
y puede 1 levarse a cabo directamente, a partir de una muestra de mucosa o indirectamente Tout r 

' do is'de fa e ctosa OS |robT e n tfl 0 ^ ^T" 0 eXpir - ad ° d ^ de la «>^rBcU^™££*£*Z 
Tn<rlVr?^rtJ?l n i * a ,. pr ?r nte mvenci6n es un procedimiento enzimatico de obtencidn de 
0-D-galactop.ranos.l-D-xilosas utihzables para la evaluacion diagndstica de la lactasa intestinal El nrn 
ced.rn.ento de la mvencion permite la obtencidn de una serie de compuestos que ac dan com s stratos de 
^^^^^ COm ° Pr0dUCt0S ^ h ' dr6,iSiS ' 10 «" Pe rm ite°.reS::cio d n e 
Estado de la tecnica 

La deficiencia o baja actividad en lactasa intestinal es rara como error metabdlico conge'nito oero es 

hAv»r ^wlitniJ i 6Sde 61 momento del de ^ete, excepto en los humanos cuyos antepasados 

hayan dependido de un consume sustanciai de leche o productos lacteos durante largo tiempo 

ced^ito a £ o^rij£°i'^n n ° de , S0 ' icitud P0478590, P0482073 y P0539908 se han descrito pro- 
tect htfrttad F*£Z*t£^ T l - laCt ° Sa y SU uti " zaci6n en la evaluacion in vivo de la actividad 
f C ltfl^ a > >•" metodo siendo memento y espeeffico, presenta un inconveniente que deriva de la 
necesidad de utihzar un procedimiento cromatografico para ladeteccidn de 3-O-metil-D-lucosa en or?na 
Io que circunsenbe su utihzacion a instalaciones que tengan tal equipamiento analftico. ' 

a a U E ^ ^ Pate , n n e f pan , 0 T la de n ° de solicitud 9001680 se describe la preparacidn de 4-0-/3-D- 

I i sSrato S ?: (I \ S K Ut ? n la eValuad6n de ,a lactasa intes ' inal ia La sustancia 

1 es sustrato de la lactasa intestinal dando lugar a galactosa y xilosa. La xilosa se absorbe faeilm™ p 

Inrin -l ?° y - ? """J* 11 ? en ,, ,a ° rina ' donde P ued < ^valuarse "directament ?por ur Suo mSodo co! 
lonmetrico. La sintes.s de I se lleva a cabo a partir de bencil /?-D-xilopirandsido siguiendo un^cuenda 
^iTS reac . clo ? es d f. Proteccion selectiva, glicosilacidn y desproteccidn. Tanto el nvimero eS de 
etapas de reaccion, la utihzacion de reactivos caros como el triflato de plata en la reaccidn ™rth^u*6n 

Hit^f 0 ^ C ° r naS de K cro T t0graffa en la P^ificacion de interm'edios y el product" finf 1 pr^entan 
dificultades para llevar a cabo el proceso sintetico a escala industrial. proaucco nnai, presentan 

Explicacion de la invencidn 

El objeto de la invencidn es un procedimiento alternativo a los del estado de la tecnica que imolica 

y de baV cTto T*? - M ° S asec l uibles v u « biocatalizador tambien Lequ b e 

y de bajo costo. El procedimiento de la invencidn presenta, por tanto, importantes ventaias fren^ 
a los antenormente descritos en su explotacidn industrial. El procedim ento ?de la invenc ion se basa 
en una reaccion entre D-Xilosa y /?-D-galactopirandsido en presencia de una enzima ^TaSosidasa ll 
cual conduce a una mezcla del compuesto I y sus regioisdmeros 2-0-/J-D -galactopiranosd v 3 0 
galactopiranosil-D-xilosas (II y III respectivamente) ~ gaiaciopiranosu y 6 V-p-U- 



HO OH 



ijA^O ho^^V— -° x P-Galactosidasa 

HO. " " " 

OH OH 

P-D-GaJactopiranosido D- Xilosa 



l\ o HO — V K p-^jaizcioaaasa 

>\^\^on * ho^-^\_oh i + n + m 



Los compuestos II y III son tambien sustratos de la lactasa intestinal que dan *alactosa v xilosa 
como productos de hidrolisis. As,', con la lactasa intestinal de cordero a pH 6.0^ los disaca fdos II y H e 

a la lactosa - 20 y 70%, respectivamente, frente a K n = 340.0 y 11.0 mM y V mal = 20 y 100% para 
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los disacaridos I y lactosa respectivamente. Por tanto, la mezcla de I, II y III (ver formulas en Figura 
1) puede ser empleada en el metodo de evaluacion diagndstica de la lactasa intestinal. 

Breve descripcion de las figuras 

5 

Figura I: Formulas de los compuestos 4-O-jtf-D-galactopiranosil D-xilosa (I), 2-O-d-D-galactopirano- 
sil-D-xilosa (II), 3-0-/?-D-galactopiranosil-D-xilosa (III). 

Figura 2: Representacion grafica de la evolucion de a) la hidrdlisis de jtf-D-galactopiranosil-D-xilosas 
10 in vivo como porcentaje de xilosa eliminada en orina, y b) la actividad lactasa intestinal (nm/min/mg 
proteina), durante el crecimiento de la rata (dfas). 

Descripcion detallada de la invencidn 

15 La reaccion del procedimiento de la invencidn se Ueva a cabo a partir de D-xilosa y un sustrato /3- 
D-galactopirandsido, preferentemente o-nitrofenil /?- D-galactopirandsido o lactosa, en presencia de una 
enzima /?-galactosidasa, preferentemente la /?-galactosidasa de E. coli.. La concentracion de xilosa esta 
comprendida entre 2 y 20 veces la concentracion del sustrato £-D-galactopiranosido El medio de reaccion 
es agua tamponada a pH de 5.0 a 9.0, en presencia o ausencia de codisolventes miscibles con agua tales 

20 como acetonitrilo, dimetilformamida 6 dimetilsulfoxido. La temperatura de la reaccion puede ser cual- 
quiera dentro del rango de 4-37°C, controlandose el progreso de la reaccion mediante cromatograffa en 
capa fina. Cuando se alcanza el maximo rendimiento de formacion de disacaridos (despues de un tiempo 
de entre 4 a 8 horas, dependiendo de las condiciones de temperatura y cantidad de enzima empleada), la 
mezcla se calienta a 100°C con objeto de desactivar la enzima. El aislamiento de los disacaridos formados 

25 puede realizarse bien por columna de fiitracidn con Sephadex G-10 o Biogel P-2, o bien con una columna 
de carbon activo. El eluyente puede ser agua o mezclas agua-alcohol. 

La relacion de disacaridos I, II y III obtenidos de la columna cromatogafica se determind por cro- 
matograffa de gases con un cromatografo equipado con detector de ionizacidn de llama y columna capilar 

30 SE-54 (fase estacionaria: 5% difenil y 95 % dimetilpolisiloxano, 15 m de longitud, 0.15 mm de diametro 
interno y 0.3 jum de espesor). En los analisis se empleo un fiujo de nitrdgeno de 1 mL/min. Elprogramade 
temperaturas utilizado fue: temperatura inicial 160°C; tiempo inicial 2 min; incremento de temperatura 
5°C/min; temperatura final 250°C. Las muestras se analizaron tras trimetilsiliiacidn mediante el proto- 
col siguiente: una alfcuota (10 y\) se calentd a 100°C durante 10 min, tras lo cual se adiciond piridina (25 

35 ijlL) que contenfa como referenda interna bencil £-D-xilopirandsido (10 mM) y N-trimetilsilimidazol (25 
/xL), y se continuo la calefaccion a 60°C durante 30 min. Los tiempos de retencidn de los picos asignables 
a los distintos disacaridos fueron los siguientes: 

bencil /?-D-xilopirandsido (referenda interna): 12.04 min. 

40 

2- QL-/3-D-galactopiranosil-D-xilosa: 18.46 y 19.50 min. 

3- ()-/3-D-galactopiranosii-D-xuosa: 18.30 min. 

45 4-0_-/?-D-galactopiranosil-D-xilosa: 20.35 y 20.50 min. 

Los siguientes ejemplos muestran el procedimiento de smtesis y los ensayos bioldgicos con los produc- 
tos obtenidos. 

50 Modo de realizacion de la invencidn 

Preparation de 2-Q-f3-D-galactoipiranosil-,3-Ci-f3-D galactopiranosil-, y 4-0_-PD-galactopiranosil-D-xilosas 
(compuestos IF, III y I respectivamente) 

55 A una solucidn de o-nitrofenil /?-D-galactopirandsido (4 g, 50 mM) y xilosa (20 g, 500mM), en agua 
tamponada (0.05 M KH 2 P0 4 , 1 mM MgCl 2 , 5 mM mercaptoetanol, 265 mL, pH 7.0), se adiciond 0- 
galactosidasa de E. coli (1.5 mg, 560 U), y la mezcla se incubd a 25°C durante 5 h y 45 min. Pasado este 
tiempo. la mezcla se calentd a 100°C durante 10 min, se concentro y el residuo resultante se introdujo en 
una columna de carbon activado utilizando un gradiente de agua-etanol 1:0 - -> 85:15. Se fluyen primero 

60 los monosacaridbs xilosa y galactosa, y seguidamente la mezcla de 4-0-/?-D -galactopiranosil-, 3-0-/3- 
D-galactopiranosil-, y 2-0. -j§-D-galactopiranosil-D-xilosas. Se obtuvieron 2 g de mezcla de disacaridos 
(50% relativo a los equivalentes de o-nitrofenil P-D -galactopiranosido iniciales), en una relacion I: II: 1 1 1 



3 
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de 8.6:1.4:1.0 respectivamente. 



5 



10 



15 



De las distintas fracciones que contenfan los disacaridos I, II y III Du do senirar^ a 
uno de el os pure, que se utilizaron para caracterizarlos por RMN. El espec t ro de ' H - RMN (300 MH a* 
pelade 5 fraCC '° neS 4 -a^- D -^lactopiranosil -D-xilosa fue identic" al del p re lcS pffSiiS 

Con objeto de caracterizar y determinar de forma inequfvoca la regiocimmica dpi p n |««. fWr™^ 
los productos 2-0-/5-D -galactopiranosil- y 3-O-^D-galactopiranosil D x S l a f r, i f omiado en 

en estos compuestos se acetilaron y los produces resu K se a aron no HPT r enr ^. uec ' das 
lumna fase normal Si0 2 , hexano-acetatode etilo 1:1 de^ 

se reg,s t rd el espectro de 'H-RMN (300 MH, CDC1,) de cada u'no los der.tao' ^"etuidos ' 

- Derivado acetilado de 2-0-/?-D-galactopiranosil-a -D-xilopiranosa 

- Derivado acetilado de 2-0-/?-D-galactopiranosil-/3 -D-xilopiranosa 

- Derivado acetilado de 3-0-/3-D-galactopiranosil-a -D-xilopiranosa 

20 - Derivado acetilado de 3-0-/?-D-galactopiranosil-/3 -D-xilopiranosa 

Elimination de xilosa en orina tras administration oral dp 9 D r n „„; t ■, „ ^ „ „ 

galactopiranosil-, y 4-O-0-D-galactopiranosU-D-xilo%? 2-Q.-(3-D- g alacto P tranosil-,3-O-0-D- 

25 Una mezcla de O-^-D-galactopiranosil-D-xilosas (compuestos I, II y III en una relacidn S fi-1 d-i n 
respectivamente) preparada mediante el procedimiento referido en el apartad ^ anterior ^ £ dni a 
para evaluar la actividad de la lactasa instestinal. Para ello, un In^^Siidi^ll^.^^ 0 
de la m,ma camada y con 12 dfas de edad, se mantuvo en ayuno" dTan? no as s'epa ride d 1 madre 
Transcurrido ese tiempo, se recogio orina basal de cada animal mediante ^Dr^fvS?^ Lj i 
30 e inmediatamente se administraron a cada uno 16,2 mg de a meSa de O ? transabdominal 

diluida en 0,3 ml de agua destilada utilizando una sonda in^ragastHca ^ D irMr H,?«° 8,1 " D " X1 , l0SaS 
recogio orina durante las 5 horas siguientes, determinandose en 1 m L i v,i ' fr 686 ^ ome " to se 
analisis colorimetrico basado en la°reacci6n con Srogfudnol y usfndose 1 1 ' "m""* 6 

Inmediatamente tras la recogida de orina se sacrificaron tres . com .° blanco * 

3, djjeumente la actividad laltasa en la pLl^"^^^ "t/lTd? 

gado se lavo se recogio la mucosa mediante raspado con vidrio y se homogeneizo Sta- midWndn^ t 
activ!dad lactasa espectrofotometricamente en el homogenado Los animal P « ?«/ a nff r mldl « ndos f ' a 
a la madre y con ellos se repitid el experiment en condSes sim lare ".^ffif /^I^M » 
que quedo extmguida la camada. Los resultados de esta experiencia aparecen recopil'ado's en la Fie 2 
ZrL? B i SC la h ! drd 1 ' iSiS de ^D-galactopiranosil-D-xilosas in vivo y la actividad lactasa inte final 

durante el crec.miento de la rata. Para ello se representa la eliminacidn de xilosa (% f fcurta v 1» 
act.vidad lactasa (nm/min/mg protema) [curva b)] frente a la edad (en dfL) LosT^ultados de L a 

O nTlt ? ^ r? Ue , Se d€t ^ ta ' a pr6Sencia de xilosa en orinaVroceSnte de SlrdUsis delas 
0-/3-D-galactopiranosil-D-xilosas administradas por la accidn de la lactam int««noi %\n i 

de la eliminacidn de xilosa en orina, originada po P r la admmistraci n oral Te 0-0 D gala to^iranos" D° 
xilosas a lo largo del crecmiento de los animates, corre paralelo con la conodd ^dificac on fisSSa" 
de la actividad lactasa intest na que dec Una a lo largo del desarrnlln l?^* ~ aluuu,n f acl °n nsioiogica 
metodologfa es util para la evalulcidn in vivo de la acti dad lactasa fntest i l 7.nl d ' muestr » q . ue a 
empleable para la evaluation de esta aclividad de manera incr uent I con ^ k^tirL^ 1 ^ 0 
rn n eTte~. r « ^™ - que seZ^ZT^Sl^ Sent 
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REIVINDICACIONES 

1. Procedimiento enzimatico de obtencidn de /3-D-galactopiranosil-D-xtlosas utilizables para la eva- 
luation diagndstica de la lactasa intestinal, caracterizado porque dicho procedimiento comprende: 

5 

a) reaction entre D-xilosa y un sustrato /3-D-galactopirandsido en presencia de una enzima (3- 
galactosidasa, siendo la concentration de D-xilosa de 2 a 20 veces superior a la del .tf-D-galactopirandsido, 
en un medio acuoso tamponado a pH comprendido entre 5,0 y 9,0 y a una temperatura comprendida 
entre 4 y 37°C. 

10 

b) desactivacidn de la enzima /3-galactosidasa mediante calentamiento a 100°C cuando se alcanza el 
maximo rendimiento de formation de disacaridos detectado mediante cromatografi'a en capa fina. 

c) aislamiento de los disacaridos formados mediante filtration en columna de relleno, utilizandose 
!5 como eluyente agua o mezclas agua/alcohol. 

2. Procedimiento enzimatico de obtencidn de /?-D-galactopiranosil-D-xilosas utilizables para la eva- 
luation diagndstica de la lactasa intestinal, segun la rei vindication 1, caracterizado porque el @-D- 
galac topi rands id o utilizado es o-nitrofenil /?-D-galactopirandsido. 

20 

3. Procedimiento enzimatico de obtencidn de /3-D-galactopilranosil-D-xilosas utilizables para la eva- 
luation diagnostics de ia lactasa intestinal segun la rei vindication 1, caracterizado porque el (3-D- 
galactopirandsido utilizado es lactosa. 

25 4. Procedimiento enzimatico de obtencidn de /3-D-galactopiranosil-D-xiiosas utilizables para la eva- 
luation diagnostica de la lactasa intestinal segun las reivindicaciones 1, 2 y 3, caracterizado porque la 
enzima /3-galactosidasa empleada es la /3-galactosidasa de E. coli. 

5. Procedimiento enzimatico de obtencidn de 0-D-galactopiranosil-D-xilosas utilizables para la eva- 
30 luacion diagnostica de la lactasa intestinal segun la reivindicaciones 1-4, caracterizado porque la reaccion 

se lleva a cabo en presencia de codisolventes miscibles con agua tales como acetonitrilo, dimetilformamida 
6 dimetilsulfdxido. 

6. Procedimiento enzimatico de obtencidn de /3-D-galactopiranosil-D-xilosas utilizables para la eva- 
35 luacion diagnostica de la lactasa intestinal segun la reivuiuicaciones 1-5, caracterizado porque las co- 

lumnas de filtration para el aislamiento de los disacaridos estan rellenas con Sephadex G-10 d Biogel P-2. 

7. Procedimiento enzimatico de obtencidn de /?-D-galactopiranosil-D-xilosas utilizables para la eva- 
luation diagnostica de la lactasa intestinal segun la reivindicaciones 1-5, caracterizado porque las co- 

40 lumnas de filtration para el aislamiento de los disacaridos estan rellenas con carbon activo. 
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Figura 2 



7 




/ 



OFICINA ESPANOLA 

DE PATENTES Y MARCAS 

ESPANA 



© ES 2 100 131 

<£) N.° solicitud: 9502185 

@) Fecha de presentacion de la solicitud: 18.11.95 
Fecha de prioridad: 



INFORME SOBRE EL ESTADO DE LA TECNICA 
(g) Int. CI. 6 : C12Q1/34, C12P19/12, C07H3/04 



DOCUMENTOS RELEVANTES 



Categona 


Documentos citados 


Reivindicaciones 
afectadas 


A 


R. LOPEZ et al., "Enzymic beta-galactosidation of beta-xylopyrano- 
sides , BIOTECHNOL. LETT., vol. 13, n° 10, 1991, pags.: 705-710 
* todo el documento * 


7 


A 


ES-2023556-A (C.S.I.C.) 16.01.92 
* resumen; pig. 2 * 


1, 7, 15 


A 


A. RIVERA-SAGREDO et al., " 4-0-beta-D-galactopyranosyl-D-xylose: 

a new synthesis and application to the evaluation of intestinal 

lactase", CARBOHYDRATE RESEARCH, vol. 228, 10 abril 1992, Amsterdam 

NIL, pigs.: 129-135. 

* todo el documento * 


1,7,15 


A 


J.J. ARAGON et al., "Evaluation of rat intestinal lactase in vivo 
with 4-galactosylxylose", CLIIMICA CHIMICA ACTA, vol. 210, 30 
septiembre 1992, Amsterdam, NL, pigs.: 221-226 
* todo el documento * 


1, 7, 15 


A 


P.A.J. GORIN et al., "The synthesis of beta-galacto- and beta-gluco 
pyranosyl disaccharides by Sporobolomyces singularis", Can.J.Chem., 
vol. 42, n° 10, octubre 1964, Ottawa, CA, pags.:2307-2317. 
* todo el documento * 


7-16 



O: referido a divulgacio'n no escrita 

P publicado entre la fecha de prioridad y la de presentacio'n 
de la solicitud 

E: documento anterior, pero publicado despue's de la fecha 
de presentacio'n de la solicitud 

El pr esente informe ha sido realizado 

I x I P ara todas ,as reivindicaciones Q pa ra las reivindicaciones n°: 



Categona de los documentos citados 

X: de particular relevancia 

Y: de particular relevancia combinado con otro/s de la 

misma categona 
A: refleja el estado de la tecnica 



Fecha de realizacidn del informe 

07 05.97 



Exam inador 
A Maquedano Herrero 



Pa'gina 

i/i 



